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Rolle der Zytologie in der hämatopathologischen Diagnostik
Bode, Beata; Tinguely, M
Abstract: The role of cytology has so far been underrecognized in the diagnostic process of hematopatho-
logical questions. This article presents an algorithm which allows a stepwise work-up of cytology spec-
imens obtained by minimally invasive ultrasound-guided fine needle aspiration in patients with unex-
plained lymph node swelling. Moreover, it is shown how the selective separation of cytology specimens
allows the application of immunophenotypic analysis including flow cytometry and immunohistochem-
istry as well as molecular analyses, such as fluorescence in situ hybridization (FISH) and polymerase
chain reaction (PCR) strategies. With the integrative procedure presented, cytology offers an excellent
cost-effective tool for the diagnostic approach of patients with suspected hematopathological malignancies
allowing a high diagnostic accuracy, ideal for initial diagnosis or follow-up.
DOI: https://doi.org/10.1007/s00292-012-1580-1
Other titles: Role of cytology in hematopathological diagnostics

















Schwerpunkt: Neue Entwicklungen in der Zytologie
Die aktuelle Klassifikation der Welt­
gesundheitsorganisation (WHO) 
2008 zu Tumoren des hämatopoie­
tischen und lymphatischen Systems 
sieht einen integrativen Diagnose­
ansatz vor. Darunter versteht sie die 
Einbeziehung morphologischer, im­
munphänotypischer und molekula­
rer Veränderungen einer  Neoplasie 
wie auch der klinischen Befunde. Sie 
bezweckt damit, einen Tumor einer 
umschriebenen Entität  zuzuordnen 
sowie  prognostische und prädikti­
ve Veränderungen als Grundlage 
für Therapieentscheidungen einzu­
binden. Der  Zytologie, als Spezial­
gebiet der Pathologie, wurde bisher 
eine untergeordnete Rolle in der hä­
matopathologischen Diagnostik zu­
erkannt. Wir beschreiben hier neue 
Möglichkeiten, Vorteile und Grenzen.
Die aktuelle WHO-Klassifikation 2008 
der Tumoren des hämatopoietischen 
und lymphatischen Systems [21] basiert 
auf einem integrativen Konzept. Dieses 
schließt morphologische, immunphäno-
typische und molekulare Aberrationen 
eines Tumors ebenso wie klinische Befun-
de ein. Um diesen Anforderungen an eine 
moderne Diagnostik gerecht zu werden, 
braucht es zum einen eine erweiterte tech-
nische Ausstattung, aber ebenso einen ge-
bietsübergreifenden Austausch an Fach-
kompetenz. Im diagnostischen Prozess zu 
berücksichtigen ist eine patienten- sowie 
kostenorientierte Haltung. Die Zytologie 
als eine minimalinvasive Methode ist in 
vielen klinischen Situationen bestens ge-
eignet für die rasche Abklärung unklarer 
Lymphadenopathien [2, 4, 12, 17, 24, 27].
Die Zytologie wird in der Schweiz mit 
einer einjährigen Zusatzausbildung nach 
dem Facharzt für Pathologie als eigenstän-
diges Fach mit einem Zusatztitel von der 
schweizerischen Ärztekammer (FMH) 
anerkannt. Am Institut für Pathologie des 
Universitätsspitals Zürich wird bereits 
seit mehr als 30 Jahren erfolgreich in der 
Abteilung für Zytologie ein Ambulato-
rium betrieben (. Abb. 1a), in welchem 
Zyto pathologen selber (nach Bedarf auch 
ultra schallgesteuerte) Feinnadelpunk-
tionen (FNP)  oberflächlicher  Organe 
 vornehmen (Lymphknoten, Schild drüse, 
Brust, Weichteile, Haut). 
Die Ultraschallsteuerung (. Abb. 1b) 
hat sich zwischenzeitlich als äußerst hilf-
reiche Methode erwiesen, um zielsicher, 
qualitativ hochwertiges zytologisches 
Material auch aus nicht palpablen Kno-
ten (z. B. aufgrund Positronenemissions-
tomographie, PET, erhobene Befunde) zu 
gewinnen [13, 23]. Ein Leistungsnachweis 
in Sonographie ist neben weiteren Fach-
richtungen auch den Zytopathologen in 
einer Zusatzausbildung der Schweizeri-
schen Gesellschaft für Ultraschall in der 






















Deutschen  Gesellschaft für Ultraschall in 
der Medizin (DGUM) und zur Österrei-
chischen Gesellschaft für Ultraschall in 
der Medizin (ÖGUM).
Pro Jahr beurteilen wir FNP von durch-
schnittlich 2300 Lymphknoten. Beinahe 
die Hälfte (45%) der FNP werden im Am-
bulatorium der Abteilung für Zytologie 
von erfahrenen Zytopathologen durchge-
führt. In 20–25% der FNP der Lymphkno-
ten sowie in 5–10% der zu untersuchen-
den Flüssigkeiten werden wir mit hämato-
pathologischen Fragestellungen konfron-
tiert (Rezidive und Primärdiagnosen hä-
matologischer Erkrankungen). Mithilfe 
von umfangreichen Zusatzuntersuchun-
gen, wie der Immunhistochemie an Zell-
blöcken, Durchflusszytometrie, „fluore-
scence in situ hybridization” (FISH), Po-
lymerasekettenreaktion (PCR; . Abb. 2), 
werden die Proben als reaktiv, maligne 
bzw. unklarer Diqnität klassifiziert. Die 
Biopsierate beträgt für Lymphknoten, die 
als reaktiv diagnostiziert wurden, 15% und 
bei malignen bzw. unklaren Befunden 40–
50%. Die anschließende Biopsierate liegt, 
insbesondere im Rahmen der Primärdia-
gnostik, deutlich höher (80–90%). Insbe-
sondere bei reifzelligen Lymphomen und 
Anwendung moderner diagnostischer 
Methoden erreichen Sensitivität und Spe-
zifität hinsichtlich der Lymphomdiagnose 
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Wir erläutern im Folgenden unse-
ren algorithmisch aufgebauten diagnos-
tischen Prozess der klinisch unklaren 
Lymph adenopathien (. Abb. 3) und wer-
den den Schwerpunkt auf die ultraschall-
gesteuerte Feinnadelpunktion legen sowie 
den integrativen Ansatz in Sinne der gel-
tenden WHO-Klassifikation. Wir gehen 
auf die Vorteile und Grenzen dieser Me-




Die durch den Zytopathologen selbst vor-
genommene ultraschallgesteuerte Fein-
nadelpunktion im eigenen Ambulato-
rium (. Abb. 1) hat folgende entschei-
dende Vorteile:
1.  Anamnese und klinische Befunde kön-
nen direkt vom Patienten erhoben 
werden.
2.  Die Sonographie erlaubt eine Beurtei-
lung der Form der Lymphknoten und 
deren topographischer Verhältnisse 
(. Abb. 1b, Abb. 4a, Abb. 5a, Abb. 6a, 
Abb. 7a),
3.  Die Punktion ist für den Patienten 
minimalinvasiv und komplikations­
arm. Die Patienten können durch die 
Polikliniken/Hausärzte direkt im An-
schluss an die Sprechstunde zugewie-
sen werden (keine Wartezeiten; Zeit-
aufwand für Patienten 20–30 min).
4.  Der die FNP durchführende Zytopa-
thologe bürgt für die Qualität der ent-
nommenen Probe und triagiert das 
gewonnene Material in Abhängigkeit 
von der jeweils vorliegenden klini-







Das Aspirat wird (in Abhängigkeit von der 
Größe und Lage des Knotens, meist unter 
sonographischer Kontrolle, . Abb. 1b) 
durch fächerförmige Punktion mittels 
einer in einem Griff (z. B. Cameco©) mon-
tierten, 10-ml-Spritze mit konventioneller 
Nadel (24G) entnommen. In den meis-
ten Fällen sind 2 bis höchsten 3 aufein-
anderfolgende Punktionen ausreichend. 
Das gewonnene Aspirat wird anschlie-
ßend in mindestens 3 Portionen aufge-
teilt (. Abb. 2): 
1.  alkoholfixierte, nach Papanicolaou 
gefärbte 1–3 Direktausstriche, 
2.  mit Cyto Lyte (Hologic Inc., Lau-
sanne, Schweiz) versehene Zellsus-
pension zur Anfertigung eines forma-
linfixierten, in Paraffin eingebetteten 
Zellblockes und 
3.  in PBS entnommene Zellsuspension. 
Je nach gewonnenem Material können 
unterschiedliche Analyseverfahren An-
wendung finden.
Für die Veranlassung der Zusatzunter-
suchungen entscheidend ist die morpho-
logische Beurteilung der Direktausstriche 
(. Abb. 3), welche bereits innerhalb von 
60 min zur Einsicht vorliegen. Die Papa-
nicolaou-Färbung (. Abb. 4b, Abb. 5b, 
Abb. 6b, Abb. 8a) zeigt sich in unseren 
Händen als ideale Methode zur Beurtei-
lung der Zellmorphologie, die es ferner 
zulässt, nachträglich ohne aufwändige 
Spezialvorbehandlung immunzytoche-
mische (. Abb. 7c) und/oder FISH-Un-
tersuchungen (. Abb. 7e) daran durch-
zuführen (entscheidender Vorteil gegen-
über den luftgetrockneten, MGG-gefärb-
ten Ausstrichen).
Geleitet von der Morphologie am Aus-
strich (insbesondere nach Ausschluss 
 spezifischer entzündlicher Prozesse, Me-
tastasen, blastärer und Hodgkin-Lympho-
me), kann eine zusätzliche Durchflusszy-
tometrie (FACS) an der Zellsuspension in 
PBS durchgeführt werden ( Ergebnis ist 
spätesens innerhalb von 24 h vorliegend; 
. Abb. 6c, Abb. 7b). Der Zellblock hat 
den Nachteil, dass die Morphologie durch 
die Zentrifugation der Zellen im Vergleich 
zum Ausstrich etwas eingeschränkt be-
urteilbar ist. Er birgt aber den Vorteil, dass 
je nach Materialmenge nicht nur isolier-
te Zellen, sondern sogar kleinste Gewebe-
fragmente (. Abb. 5c) aspiriert werden, 
was eine Mitbeurteilung der Mikro-
umgebung von Tumorzellen erlaubt. Ana-
log zur Gewebeeinbettung lassen sich am 
Zellblock an zahlreichen Schnittpräpara-
ten immunhistochemische Zusatzfärbun-




























































mit identischen Färbeprotokollen wie das 
restliche Einsendegut gefärbt werden. Au-
ßerdem lassen sich auch hier In-situ-Hy-
bridisierungen durchführen, die entweder 
mit chromogenen (. Abb. 7d) oder flu-
oreszenzmarkierten Farbstoffen gefärbt 
werden können. RNA oder DNA kann 
sowohl von frischer Zellsuspension wie 
auch vom Zellblock gewonnen und für 
weitere molekulare Analysen mittels PCR 
eingesetzt werden (. Abb. 4c, Abb. 8b).
Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie (FACS) 
(. Abb. 6c, Abb. 7b) liefert innerhalb von 
wenigen Stunden Informationen über 
gleichzeitig mehrere Marker an der Ober-
fläche der untersuchten Zellen. Die Stär-
ke der Durchflusszytometrie zeigt sich 
vor allem in der Unterscheidung von re-
aktiven lymphoproliferativen Läsionen vs. 
niedrig maligner Non-Hodgkin-Lympho-
me, besonders der B-Zell Reihe sowie de-
ren Klassifikation [1, 2, 7, 8, 11, 19, 27]. Die 
Durchflusszytometrie kommt deshalb im 
diagnostischen Prozess nach klinischer, 
makroskopischer (sonographischer) und 
morphologischer Abklärung im Rahmen 
eines Algorithmus zum Zuge (. Abb. 3).
Wir verwenden dazu ein beschränk-
tes Set an Oberflächenmarkern für B-
Lymphozyten (CD19, CD20; CD5, CD10, 
CD23) sowie T-Lymphozyten (CD3, CD4, 
CD8; CD2, CD5). Bei eindeutig blastä-
ren, vor allem großzelligen Lymphomen 
verzichten wir meistens bewusst auf eine 
FACS-Untersuchung, da hier aufgrund 
der Fragilität des Zytoplasmas der neo-
plastische Zellen die Aussage oft einge-
schränkt ist und das immunhistoche-
mische Markerset, das im Zellblock zur 
Anwendung kommt, größer ist und den 






präparate sind prädestiniert für zytoge-
netische Untersuchungen, insbesonde-
re Interphasen-FISH-Untersuchungen 












































 Hierzu eignen sich nach unserer Er-
fahrung PAP-gefärbte, aber auch native 
Ausstriche. Sie haben den Vorteil, dass 
schnittbedingte Artefakte wie Überla-
gerungen und Eigenfluoreszenz durch 
Bindegewebe und somit die Rate an 
falsch positiven Signalen reduziert wer-
den kann. Die Ausstrichpräparate eignen 
sich deshalb besonders für Untersuchun-
gen mit der Frage eines Chromosomen- 
oder Genlokusverlustes, da diese Unter-
suchungen einer besonders hohen falsch 
positiven Rate unterliegen. Diese beträgt 
am Ausstrich etwa 5–20% und am Gewe-
be sogar bis zu 50%.
Die optische Tiefenschärfe der FISH-
Signale kann durch sog. Z-Stapel-Auf-
nahmen am Mikroskop und durch Her-
ausfiltern von Streulicht unterschiedlicher 
Fokus ebenen mittels eines in den Strah-
lengang gelegten Gitters (ApoTome, Carl 
Zeiss AG, Feldbach, Schweiz) noch zu-
sätzlich verbessert werden. Letzteres ist 
von besonderem Vorteil bei dickeren, aus 
Zellblöcken gewonnenen Schnittpräpara-
ten.
Im zytologischen Untersuchungsgut 
für hämatopathologische Fragestellungen 
wie hier beschrieben kommen v. a. lokus­
spezifische Proben zur Anwendung. Diese 
können benutzt werden, um numerische 
Aberrationen wie Vorhandensein oder 
Fehlen spezifischer Sequenzen (z. B. des 
p53) zu detektieren.
Am meisten Anwendung auf diesem 
Gebiet finden jedoch Proben zur Detek-
tion von strukturellen Aberrationen, also 
Translokationen (. Abb. 7e). Hier emp-
fiehlt sich, ein minimales Set an „Break-
apart“-Sonden wie BCL-1, BCL-2, BCL-6, 
C-MYC anzubieten. Zentromer-Proben 
eignen sich vor allem für den Nachweis 
von Aneuploidien, da sie an chromoso-
menspezifischen, repetitiven  Sequenzen 
hybridisieren.
Für jede Probe muss eigens eine falsch 
positive Rate, ein sog. „cut-off ” erstellt 
werden. Die falsch positive Rate bezieht 
sich auf abnormale Signalmuster im Nor-
malgewebe und wird meist als Mittel ab-
normer Signale mit 3-facher Standard-
abweichung berechnet. Werte, die also 




Als Ausgangsmaterial für PCR-Untersu-
chungen kommt meist der Zellblock zum 
Zuge (. Abb. 4c), seltener Flüssigkei-
ten (. Abb. 8b) oder frisches Zellaspirat. 
Lezteres eignet sich vor allem für Klonali-
tätsanalysen mittels „southern blot“, vor-
ausgesetzt, die Zellmenge ist ausreichend.
Für die Zellblockpräparate gelten die 
gleichen Einschränkungen wie für das 
übliche in Paraffin eingebettete Gewebe. 
Es kann sowohl DNA wie RNA gewon-
nen werden. Anwendungen finden meist 
Klonalitätsuntersuchungen der schweren 
Kette des Immunglobulins (. Abb. 4c) 
und des T-Zell-Rezeptors (. Abb. 8b), 
Mutationsanalysen der schweren Kette 
des Immunglobulins (bspw. als Prognose-
faktor bei chronisch lymphozytischem 
Lymphom/B-CLL), seltener Analysen für 










































Schwerpunkt: Neue Entwicklungen in der Zytologie
Integrative Befundung
Die Befunderstellung umfasst abschlie-
ßend eine Beschreibung und Bewertung 
der Ergebnisse der Ultraschalluntersu-
chung (Größe, Topographie, Echogeni-
tät und Morphologie) sowie der morpho-
logischen, immunphänotypischen (FACS 
und/oder Immunhistochemie) wie mole-
kularen Veränderungen.
An der Befunderstellung sind mindes-
tens zwei Fachpathologen (Zytologe/in; 
Hämatopathologe/in mit Zusatztitel für 
Molekularpathologie) und je nach Unter-
suchungstechnik ein/e Molekularpatholo-
ge/in beteiligt. Bei nicht konklusiven Fäl-
len wird eine Exzisionsbiopsie empfohlen. 
Analoges Vorgehen wird selbstverständ-
lich bei adäquaten Proben der in ande-
ren Kliniken gewonnenen Punktate [24] 














































































Um die Vorzüge der Methode voll zur 
Geltung bringen zu können, muss man 
die Grenzen der zytologischen Diagnos-
tik lymphoproliferativer Erkrankungen 
kennen.
Grundvoraussetzungen der optimalen 
Diagnostik sind qualitativ hochstehen-
des, entnahmeartefaktarmes bzw.- frei-
es zytologisches Material und die Ver-
fügbarkeit von personellen und tech-
nischen Kapazitäten für die Durchfüh-
rung und Interpretation moderner Zu-
satzuntersuchungen. In Zentren ohne 
schwerpunktmäßig ausgebildete Zytolo-
gen ( diese  Weiterbildungsmöglichkeit be-
steht formell in Deutschland nicht) sind 
diese Bedingungen häufig nicht erfüllt: 
Entweder stimmt die Qualität der zyto-
logischen Probe nicht oder das Potenzial 
einer guten Probe kann nicht optimal für 
die  integrative Diagnostik ausgeschöpft 
werden. In solchen Fällen ist es empfeh-
lenswert, die fortgeschrittene hämatopa-
thologische Diagnostik primär in Exzi-
saten vorzunehmen, wie es von Fachge-
sellschaften für Pathologie empfohlen ist. 
Leider führt das Unterlassen einer vor-
gängigen FNP bei dieser Vorgehenswei-
se regelmäßig zu unnötigen Komplikatio-
nen und vermeidbaren Fehlern, wie z. B. 
bei Inzisionsbiopsien von Speicheldrüsen-
neoplasien. Eine Tendenz zu vermehrter 
Weiterbildung von Zytopathologen zeich-
net sich in der Schweiz seit einigen Jahren 
ab und wird auch zunehmend in Deutsch-
land angestrebt.
Die Gradierung der Lymphome kann 
an zytologischen Proben gelegentlich 
schwierig sein, wenn auch grundsätzlich 
in den meisten Fällen eine Unterschei-
dung von „low grade” (FL-Grad 1 und 
FL-Grad 2) und „high grade” (Grad 3) 
des follikulären Lymphoms vorgenom-
men werden kann [25]. Therapierele-
vante Fein abstimmungen sind hier häu-
fig nicht möglich und werden im Bericht 
standardmäßig mit der Empfehlung einer 
Exzisionsbiopsie vermerkt,.
Eine definitive zytomorphologische 
Diagnose ist schwierig bzw. definitions-
gemäß nicht möglich bei Läsionen, die 
sowohl durch die Identifizierung der Tu-
morzellen wie auch deren Umgebung de-
finiert sind. Sehr gute Beispiele stellen 
 sicher die klassischen wie auch die lym-
phozytendominierten Hodgkin-Lympho-
me bzw. die T-Zell-Lymphome dar. Hier 
kann die Diagnose durchaus zytologisch 
vorgeschlagen werden, jedoch wird eine 
Biopsie empfohlen, die meist auch von 
Studienprotokollen verlangt wird. In Fäl-
len von T/histiozytenreichen großzelligen 
B-Zell-Lymphomen oder immunsuppres-
sionsassoziierten Lymphoproliferationen 
wie PTLD, erlaubt eine FNP i.d.R. ledig-
lich eine erste Orientierung zum Aus-
schluss eines bakteriellen Infektes bzw 
einer Melanom/Karzinom-Metastase.
Eine FNP liefert im Vergleich zu einer 
Lymphknotenexzision naturgemäß gerin-
gere Mengen an Zellen/Gewebe für allfäl-
lige Forschungsprojekte. Dennoch ist es 
durchaus möglich, frische Zellsuspensa-
te (in Stickstoff gefroren und aufbewahrt) 
und routinemäßig gefärbte Direktaus-
striche und/oder Zellblöcke für immun-
phänotypische und molekulare Analysen 
auch noch nach Jahren zu verwenden [20, 
22].






















































































































































































































Quelle: Universitätsklinikum Jena, 
www.med.uni-jena.de
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